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(57) Abstract: The invention relates to a 




method for promoting aggregate formation 
from protein subunits in vitro which is 
characterized by comprising at least two 
steps (a) and (b). In step (a), the aggregates 
are formed and in step (b) attachment of the 
protein subunits to the aggregates is induced. 
In a preferred embodiment, steps (a) and (b) 
are repeated several times. 

(57) Zusammenfassung: Gegenstand 
der Ertlndung ist ein Verfahren zur 
Verstarkung der Bildung von Aggregaten 
aus Proteinuntereinheiten in vitro, dadurch 
gekennzeichnet, dass es mindestens zwei 
Schritte (a) und (b) umfaBt, wobei bci Schrill 

(a) die Aggregate fragmentiert werden und bci 

(b) die Anlagerung von Proteinuntereinheiten 
an die Aggregate induzierl wird.In einer 
bevorzugten Aus fiih rungs form werden dabei 
die Schritte (a) und (b) mehrfach durchlaufen. 
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Verfahren zur Verstarkunq der Bilduna von Aggregaten aus Protein- 

untenejnhejten 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Verstarkung der Bildung von 
Aggregaten aus Proteinuntereinheiten in vitro, dadurch gekennzeichnet, dass 
es mindestens zwei Schritte (a) und (b) umfaBt, wobei in Schritt 

(a) die Aggregate fragmentiert werden und in 

(b) die Anlagerung von Proteinuntereinheiten an die Aggregate 
induziert wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden dabei die Schritte (a) und (b) 
mehrfach durchlaufen. 

Die Bildung von unerwunschten Aggregaten aus Proteinen ist die molekulare 
Grundlage einer Vielzahl von Krankheiten. Von besonderem Interesse sind 
dabei zur Zeit die Prionenerkrankungen, von denen Menschen und Tiere glei- 
chermaBen betroffen sind. Die bekannteste ist die „Bovine Spongiform En- 
cephalopathy", die unter dem Kurzel BSE oder „Rinderwahnsinn M bekannt wur- 
de. Zu den Prionenkrankheiten zahlen auBerdem die Creutzfeldt-Jakob- 
Krankheit f die beim Menschen auftritt und Scrapie bei Schafen. Es ist bekannt, 
dass die Erreger dieser Krankheiten auch Artgrenzen uberspringen konnen, 
woraus sich ein hohes Gefahrdungspotential ableiten laBt. 

Der Name "Bovine Spongiform Encephalopathy" nimmt Bezug auf die bei Rin- 
dern (bovine) diagnostizierte Erkrankung, die sich in einer schwammartigen 
(spongiform) Degeneration des Zentralnervensystems (encephalopathy) au- 
Bert. 

Der Ausdruck „Prion" wurde von S. Prusiner fur die Bezeichnung des infektio- 
sen Agens gepragt. Die Hauptkomponente ist das Prionprotein, mit dem Kurzel 
PrP charakterisiert. Prusiner hat das uneingeschrankte Verdienst, das infektio- 
se "Prion" als Protein erkannt zu haben. Er konnte zeigen, dass ein Protein 
identischer Aminosauresequenz in jedem gesunden Organismus vorkommt 
(p r p c = cell Komponente) und dort eine bisher nicht bekannte Funktion erfullt. 
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Die Bezeichnung der pathologischen, infektiosen Komponente mit PrP sc , nimmt 
Bezug auf die seit langem schon bei Schafen beobachtete, todlich verlaufende 
Seuche "Scrapie". Fur jeden Organismus unterscheiden sich PrP c und PrP Sc 
lediglich in ihrer Faltungsstruktur. 

Dass eine Anlagerung an naturliche Aggregate prinzipiell moglich ist, konnte 
am Beispiel von AB-Aggregaten gezeigt werden (M. Pitschke, R. Prior, M. 
Haupt & D. Riesner, ^Detection of single amyloid B-protein aggregates in the 
cerebrospinal fluid of alzheimer's patients by fluorescence correlation spectros- 
copy", Nature Medicine, Vol. 4 (7), pp. 1-3, 1998). 

Die "infektiose Einheit" - als solche bezeichnet man die Mindestmenge, die eine 
Infektion auslosen kann - ist aber nicht mit dem einzelnen Proteinmolekul PrP Sc 
identisch; sie schliesst vielmehr an die hunderttausend von Proteinmolekulein- 
heiten ein. Bestimmen lasst sie sich entweder durch eine sogenannte 
"Endpunkttitration" oder durch Messung der Inkubationszeit. Bei der 
"Endpunkttitration" - ein der chemischen Analyse entlehnter Begriff - wird eine 
serielle Verdunnung einer definierten Menge des infektiosen Materials vorge- 
nommen und die Verdunnung ermittelt, bei der die Halfte der Tiere uberlebt 
(LD 5o -Einheit). Die Zahl der infektiosen Einheiten im ursprunglichen Praparat 
ist dann durch den entsprechenden Verdunnungsfaktor gegeben. Durch Analy- 
se der Inkubationszeit lasst sich die Prozedur erheblich abkurzen, indem man 
von einer durch Endpunkt-Titration festgelegten Eichkurve fur einen vorgege- 
benen Stamm von Versuchstieren und einer festgelegten Infektionsroute aus- 
geht. Die Zahl infektioser Einheiten kann dann direkt aus der Inkubationszeit 
ermittelt werden. Sie ist invers zur inokulierten. 

Wesentlich zum heutigen Wissen uber Prionen haben neben S. Prusiner noch 
weitere Forscher beigetragen. 

Ch. Weissmann und seine Schule haben unter anderem nachwiesen, dass in 
"knock out"-Mausen, deren PrP-Gen inaktiviert wurde, und die daher das zel- 
lulare PrP c nicht mehr exprimieren konnen, eine Inokulation mit PrP Sc wir- 
kungslos bleibt. 
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D. Riesner konnte physikalisch-chemisch die "protein only" Hypothese quanti- 
tativ belegen. Das 1st wichtig, denn bei BSE handelt es sich um eine 
"infektiose" Krankheit, bei der sich der Erreger exponentiell vermehrt. Alie 
Infektionskrankheiten, die diese Eigenschaften aufweisen, wurden bisher auf 
"reproduzierbare" Erreger zuruckgefuhrt, deren Basis die Replikation von RNA 
Oder DNA ist. Dennoch setzt die Entdeckung der Prionen die Erkenntnisse der 
Virologie und Bakteriologie keineswegs auBer Kraft. Sie zeigt lediglich, dass es 
auch singulare Systeme von Proteinen gibt, die das fur Nukleinsauren typische 
Replikationsverhalten "simulieren". Riesners Messungen ergaben einen mogli- 
chen Nukleinsauregehalt, der unterhalb einer funktionell relevanten Menge, 
d.h. ein Nukleinsauremolekul mit maximal 50 Nukleotiden pro infektioser Ein- 
heit, lag. 

K. Wuthrich gelang es, mit Hilfe von magnetischen Resonanzmessungen 
(IMMR) die Struktur der Prionen zu charakterisieren. Im globularen Teil eines 
PrP-Molekuls ist die Umwandlung von PrP c zu PrP Sc lokalisiert. Der drei helikale 
Strukturen enthaltende globulare Bereich von PrP c kann durch eine Protease 
"verdaut" werden, wahrend dies fur den an B-Faltungsstrukturen reicheren Teil 
von PrP Sc nicht moglich ist. Hier lasst sich lediglich ein Teil des offenen Endes 
der Kette abspalten. Dieses unterschiedliche Verhalten von PrP c und PrP Sc ist 
die Grundlage des heute gebrauchlichen Tests zum Nachweis von BSE, der die 
Resistenz des PrP Sc -Molekuls gegenuber Proteasen ausnutzt und nach Protea- 
sebehandlung einer Probe durch einen Western-Blot auf verbliebenes PrP tes- 
tet. 

Die Fruhdiagnose von Prionen-Krankheiten unterliegt der Schwierigkeit, dass 
wenige Infektionskeime in einem Organismus, wie immer sie verteilt sind und 
wo immer sie durch eine Probenentnahme zu erfassen sind, in der Probe in so 
kleiner Konzentration vorlfegen, dass ihre Anwesenheft mit keiner der be- 
kannten biochemischen Analysemethoden sicher gestellt werden kann. Be- 
kannte Analyseverfahren, wie beispielsweise die Western-Blot-Methode, die 
zur Zeit bei BSE-Tests angewandt wird, erfordert Konzentrationen von min- 
destens pico- (10" 12 ) bis nano- (10* 9 ) molar. Eine solche Konzentration ist zwar 
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im Sinne der Analytik als sehr klein zu bezeichnen, bedeutet aber immer noch 
pro kg Tragermaterial 10 12 bis 10 15 Molekule. Fur Infektionskeime, die in der 
Lage sind, sich selber autokatalytisch zu verstarken, wie das fur Viren, Bakte- 
rien und auch fur Prionen der Fall ist, komrnt der Nachweis in einem bereits 
derart fortgeschrittenen Stadium in der Regel zu spat. Im Fall der Prionen 
bedeutet es gar, dass ein solcher Nachweis erst mit einer Verzogerung von 
einem Jahr gegenuber dem Zeitpunkt der Infektion moglich wird. 

Bei der Diagnostik von Prionenerkrankungen stellt sich das Problem, das nicht, 
wie fur Viren-DNS mit der PCR-Methode, Moglichkeiten der Verstarkung des 
infektiosen Proteinmaterials zur Verfugung stehen. Einer solchen kiinstlichen 
Verstarkung von infektiosem Prionenmateria! steht entgegen, dass ein Ver- 
starkungsmechanismus mit 30 Zyklen, wie er bei der PCR mit einem DNS- 
Abschnitt innerhalb einer Stunde durchgefuhrt werden kann, aufgrund der 
langsamen Bildung der Aggregate aus Prionen ungefahr ein Jahr dauern wurde 
(wie im folgenden noch genau ausgefuhrt wird). 

Das zweite groBe Problem bei der Erkennung von Prionerkrankungen ist, dass 
die Unterscheidung zwischen korpereigenem „gesundem n PrP c und infektiosem 
PrP Sc aufgrund der Identitat der Proteinsequenzen besonders erschwert ist. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Problem ist es, die ge- 
nannten Schwierigkeiten zu uberwinden. Es soli ein Verfahren bereitgestellt 
werden, das schnell und mit moglichst geringem Aufwand eine genaue und 
sichere Erkennung der Bildung von Aggregaten aus Proteinuntereinheiten er- 
laubt. Insbesondere soli das Verfahren ermoglichen, die Bildung von Aggrega- 
ten und das Auftreten von Prionenerkrankungen in einem fruhen Stadium zu 
erkennen. 

Das der Erfindung zugrunde liegende Problem wird uberraschenderweise gelost 
durch ein Verfahren zur Verstarkung der Bildung von Aggregaten aus Protein- 
untereinheiten in vitro, das mindestens zwei Schritte (a) und (b) umfaBt, wo- 
bei bei Schritt 

(a) die Aggregate fragmentiert werden und bei 



BNSDOCID <WO 0207321 OA 1 I > 



WO 02/073210 



PCT/EP02/02755 



- 5 - 

(b) die Anlagerung von Proteinuntereinheiten an die Aggregate 
induziert wird. 

Vorzugsweise werden die Schritte (a) und (b) jeweils mindestens zweimal 
durchlaufen. Die Schritte (a) und (b) sollten so oft zyklisch durchlaufen wer- 
den, bis eine Aggregatbildung in gewunschtem AusmaB erzielt wird. 

Die Proteinuntereinheiten sind dabei vorzugsweise Prionproteine, insbesondere 
zellulares PrP c , rekombinantes Prionprotein oder Fragmente davon. Bei Ver- 
wendung von zellularem Prionprotein kann dieses aus Mensch, Rind, Schaf 
oder von sonstigen Tierarten stammen. Vorteilhaft beim erfindungsgemaBen 
Verfahren ist, da8 unter kunstlichen Bedingungen die Konzentration der Pri- 
onproteine oder Proteinuntereinheiten frei wahlbar ist. Sie wird in der Regel so 
gewahlt, daB sie die unter physiologischen Bedingungen vorliegende Konzent- 
ration um viele GroBenordnungen uberschreitet. 

Der Begriff ^Aggregate" bezeichnet in diesem Zusammenhang Einheiten aus 
mehreren Proteinuntereinheiten, wobei das Aggregat zumindest einen gewissen 
Ordnungsgrad aufweist. Eingeschlossen sind damit auch Proteinketten, wie sie 
zum Beispiel bei den Prionenerkrankungen vorkommen, sowie weitere mogliche 
Formen von Oligomereri. Die Aggregate entstehen durch die Assemblierung von 
Proteinuntereinheiten, wobei diese im Regelfall nicht kovalent untereinander 
verknupft sind. Die „Bildung von Aggregated kann daher auch als 
„Assemblierung u oder als „Elongation" einer bestehenden Kette bezeichnet wer- 
den. Nicht gemeint sind hier mit dem Begriff ^Aggregate" unspezifische Zusam- 
menballungen von Proteinen, wie sie zum Beispiel nach der Denaturierung an- 
fallen. Dagegen kann die Aggregation durch Keimbildner oder durch Anlagerung 
an Membranen oder Membranvesikel unterstutzt werden, was insbesondere bei 
Prion- oder Amyloid-Proteinen der Fall sein durfte. In diese Kategorie gehoren 
auch die in den Patentanspruchen erwahnten Losungsmitteleffekte. 

Der Begriff ^Fragmentieren" bezeichnet die teilweise Disassemblierung der Ag- 
gregate, d.h. die Aufspaltung in kleinere Aggregate aus weniger Proteinunter- 
einheiten. Die Proteinuntereinheiten selbst werden dabei im Regelfall nicht frag- 
mentiert. 



0207321 OA 1 I > 



WO 02/073210 



PCT/EP02/02755 



- 6 - 

Zum besseren Verstandnis der Bedeutung der Erfindung wird im folgenden 
zunachst die Kinetik der Bildung von Aggregaten bei Prionenerkrankungen 
erlautert, soweit diese bekannt ist. 

S. Prusiner war der erste, der einen Mechanismus fur die Umwandlung von 
PrP c in PrP Sc vorschlug. Seine ursprungliche Idee basierte auf der Annahme, 
dass eine einzeine PrP Sc -Proteineinheit durch Anlagerung an eine PrP c -Einheit 
diese in PrP Sc umwandelt; das entsprache der direkten Autokatalyse einer 
Strukturumwandlung. Demgegenuber hatte P. Lansbury einen praktisch eindi- 
mensionalen Kettenwachstums-Mechanismus mit vorgelagerter Keimbildung 
postuliert. Das war ein bemerkenswerter Vorschlag, vor ailem im Hinblick auf 
die Grosse der "infektiosen Einheit" von 10 5 PrP-Molekulen. 

Die Gegenuberstellung der verschiedenen Mechanismen auf der Grundlage der 
chemischen Kinetik wurde von M. Eigen, "Prionics", (1996, Biophys. Chem. 63, 
A1-A18) vorgenommen. Das Ergebnis lasst sich wie folgt zusammenfassen: 
Ein Prusiner-Mechanismus mit ledigiich zwei PrP-Einheiten im katalytischen 
Schritt ist mit realistischen Werten fur Geschwindigkeits- und Gieichgewichts- 
konstanten, wie man sie fur Protein-Protein-Wechselwirkungen kennt, nicht 
plausibel zu machen. Angewandt auf die familiar induzierte Creutzfeldt-Jakob 
Krankheit beim Menschen hieBe das: Die Bedingungen sind so kritisch, dass 
bei einem gegebenen Satz von Parametern die zeitliche Veranderung der pa- 
thologischen Komponente PrP Sc entweder immer negativ ist, was einen expo- 
nentiellen Abbau der Komponente bedeutet, oder aber positiv ist. Letzteres 
bedeutet exponentielles Wachstum und damit spontane Entstehung der 
Krankheit mit hoher Wahrscheinlichkeit. Man hatte es mit einer allgemein zu- 
treffenden "alles oder nichts"-Entscheidung zu tun. Die Schwierigkeit ist leicht 
zu beheben, indem man Kooperativitat fur eine Wechselwirkung zwischen 
mehr als zwei Proteineinheiten annimmt, wie er fur eine Reihe von ailosteri- 
schen Enzymen bekannt ist, die ihre Aktivitat auf diese Weise steuern. Ko- 
operativitat in der autokatalytischen Strukturumwandlung wurde einen 
Schwellenwert fur die krankhafte Disposition, basierend auf entsprechenden 
kinetischen Parametern, beinhalten. Sinn der damaligen Uberlegungen war 
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aufzuzeigen, welche Reaktionsmechanismen uberhaupt in der Lage sind, die 
experimentellen Befunde zu erklaren. Der durchaus attraktive Lansbu- 
ry-Mechanismus hatte zunachst den Anschein, nicht katalytischer Natur zu 
sein. 

Keimbildung fur einen Polymerisationsmechanismus bedeutet, dass unterhalb 
einer kritischen GroBe des Keims die Polymerisation rucklaufig ist, wahrend sie 
oberhalb des kritischen Wertes progressiv voranschreitet. Phanomenologisch 
ist das allerdings von einer Autokatalyse nicht zu unterscheiden. Der kritische 
Keim ist, sozusagen, der Katalysator, der zumeist auch aktiv, namlich durch 
Krafteinwirkung auf die angelagerte Einheit deren Umwandlung begunstigt. Die 
Reaktionsgeschwindigkeiten sind aufgrund der kooperativen Wechselwirkungen 
abhangig von der GroBe des kritischen Keims. So kann erst bei einer gewissen 
KeimgroBe das Wachstum von negativ nach positiv umschlagen. Experimentell 
ist dieser Mechanismus nicht ohne weiteres von einer kooperativen Allosterie 
zu unterscheiden. 

Es bieibt jedoch noch eine Schwierigkeit: Beide Mechanismen konnen nur dann 
das fur eine Autokatalyse typische exponentielle Wachstum aufweisen, wenn 
nach der Umwandlung sowohl der ursprungliche Katalysator als auch sein 
Reaktionsprodukt fur weitere autokatalytische Zyklen zur Verfugung stehen. 
Bei fortschreitender Polymerisation ist das nicht der Fall. Denn hier ist gleich- 
bleibend die am Kettenende lokalisierte Proteineinheit katalytisch aktiv. Die 
damaligen Berechnungen ergaben fur das Kettenwachstum als solches ein 
polynomials (z.B. fur lineare, unverzweigte Ketten quadratisches) Gesetz. 
Exponentielles Wachstum erhalt man, wenn die Ketten standig aufbrechen und 
damit neues Wachstumspotential freisetzen. Analog miissen beim allosteri- 
schen Kompiex die umgewandelten Einheiten frei gesetzt werden, damit sie 
wieder autokatalytisch wirksam werden konnen. Die Frage, wie sich ein expo- 
nentieller von einem polynomialen Mechanismus, bei dem auch hohere Po- 
tenzterme auftreten konnen, hinreichend sicher unterscheiden lasst; ist inzwi- 
schen experimentell weitgehend geklart. 
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Der Gedanke des notwendigen Kettenbruchs wurde von M. Nowak (1999, 
Biophys. Chem. 77, 139) aufgegriffen. Das von ihm vorgeschlagenen Modell 
Iie6 sich in eine mathematisch explizit losbare Form uberfuhren. Dieses Modell 
soli in den weiteren Uberlegungen zugrunde gelegt werden. 

Dabei werden - wie von Eigen vorgeschlagen - Bilanzgleichungen fur die Bil- 
dung und den Zerfall von Proteinketten aller moglichen Langen aufgestellt. 
Diese Gleichungen enthalten im wesentlichen positive Terme fur die Anlage- 
rung von monomeren Proteineinheiten PrP c an eine PrP Sc -Kette der Lange i, 
wodurch eine solche der Lange i + 1 entsteht. Weiterhin gibt es negative Ter- 
me fur den Kettenbruch, bei dem zwei Teilstucke der Langen k und i-k resul- 
tieren. Der Index i lauft dabei von 1 bis zu einer beliebig groSen Zahl. Fur das 
korpereigene Monomere PrP wird angenommen, dass es ausschlieSlich in der 
"gutartigen" Form PrP c vorliegt. Die zeitliche Veranderung dieser monomeren 
Form kann, zumindest in einer relativ lange wahrenden Anlaufphase, gleich 
null gesetzt werden. Sie ist namlich im wesentlichen durch den metabolischen 
Auf- und Abbau von PrP c fixiert. 

Man hat es damit lediglich mit Geschwindigkeitsgleichungen fur Polymere der 
Lange (i ^ 2) zu tun. Worauf es ankommt, sind vor allem die Gleichungen fur 
groSere i-Werte, die sich zu zwei Summentermen zusammenfassen lassen, die 
von Eigen als ]T y x und ]£i>i eingefuhrt wurden, wobei die y, die Konzentrati- 

i>\ i>\ 

onen der Polymere der Lange i darstellen. Beide Terme haben eine anschauli- 
che physikalische Bedeutung: ^iy { stellt die gesamte Menge von Proteinein- 

heiten dar, die in Polymeren mit i £ 2 enthalten sind (jedes Polymer der Lange 
i enthalt i Monomere), wahrend die Summe £ y x ein Ma6 fur die Gesamt- 

menge aller katalytisch wirksamen Endpositionen ist. Jede lineare Kette hat 
zwei solche Endpositionen, sofern nicht ein vektoriell einseitig ausgerichteter 
Polymerisationsmechanismus vorliegt. Von diesen beiden Summentermen ging 
Nowak aus, die er mit y (= Zyi) und z (= £iy.) bezeichnete. So lieB sich das 
ganze System durch zwei lineare Differentialgleichungen - dy/dt und dz/dt - 
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darstellen, deren Losungen die Form e^i* und e"^ haben, also aus der Uber- 
lagerung eines Wachstums- und eines Abklingterms bestehen (Fur lange Zei- 
ten: t oo, bleibt dann allein der Wachstumsterm mit der Zeitkonstante A* 
wirksam). Der Kunstgriff der Einfuhrung von Summentermen liegt darin, dass 
sich in den Summen viele der aus den individuellen Gleichungen stammenden 
Terme kompensieren, und dass man Gleichungen auf zwei reduziert, fur die 
sich explizite Losungen angeben lassen. 

In Figur 1 ist das Reaktionsschema angegeben. Es betrifft eine durch vorhan- 
dene Keime induzierte Umwandlung von PrP c in PrP Sc , also nicht den Fall 
spontaner Keimbildung, sondern die fur BSE relevante Infektion durch fremde 
Keime. Die beiden wichtigen Reaktionsterme sind Elongation der Keime und 
Bruch bzw. Spaltung der gewachsenen Ketten. Daruber hinaus gibt es einen 
allgemeinen Abbauterm, dem alle Polymerformen unterliegen. Er sorgt dafur, 
dass "die Baume nicht in den Himmel wachsen", das heiBt, dass die infektidsen 
Keime nur eine begrenzte Lebensdauer haben. Dieser Abbauterm tritt in glei- 
cher Weise (mit negativem Vorzeichen) in dy/dt und in dz/dt auf. Das ist viel- 
leicht eine nicht ganz realistische Vereinfachung, die jedoch ohne besondere 
Konsequenzen bleibt. 

Figur 2 zeigt an einem Modellstrang das Zusammenwirken von Elongation und 
Kettenbruch. Da nur die Enden der Kette aktiv den Einbau von PrP c Einheiten 
und deren katalytische Umwandlung in PrP Sc betreiben, kommt es weniger auf 
die bloSe Erhohung des PrP Sc -Anteils als auf das Anwachsen der Zahl von Ket- 
tenenden an. Sie ist exponentieller Natur. Ansonsten handelt es sich um ein 
schematisches Beispiel. Die gewahlte Lange von acht Proteineinheiten, das 
wiederholte Auftreten gerade dieser Lange, das Auseinanderbrechen in zwei 
gleich groBe Bruchstucke, all das wurde vereinfachend angenommen mit dem 
alleinigen Ziel, das Prinzip klar zu machen. In Wirklichkeit kann die Kette an 
jeder Stelle aufbrechen und damit zu unsymmetrischen Bruchstucken fuhren. 
Wenn dies uberall mit gleicher Wahrscheinlichkeit geschieht, lassen sich alle 
Geschwindigkeitsterme in einer Summe proportional zur Konzentration z (die 
ja alle Kettenglieder PrP Sc einschliesst) zusammenfassen. 
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Der andere wichtige Term in den Reaktionsgleichungen betrifft die Elonga- 
tionsrate. Hier konkurrieren drei Prozesse miteinander: 

1) Die Anlagerung einer Proteineinheit PrP c an eine der beiden (oder an beide) 
Endpositionen der PrP Sc -Kette. Die Geschwindigkeitskonstante dieses Prozes- 
ses ist durch ( die Begegnungshaufigkeit der Reaktionspartner aufgrund ihrer 
Diffusionsbewegung begrenzt (< 10 7 M^sec -1 ). 

2) Die Abldsung der in ihrer Struktur noch nicht umgewandelten PrP c -Einheit. 

3) Die Strukturumwandlung PrP c — > PrP Sc , die fur den stabilen Einbau in die 
Kette sorgt und damit den Elongationsschritt abschiieBt. 

Nach dem Vorbild der Behandlung von enzymatischen Prozessen durch Micha- 
elis und Menten konnen die drei Prozesse in einem Term 
(Anfangsgeschwindigkeit) zusammengefasst werden. Dieser Term ist immer 
kleiner als das Produkt aus der oben angegebenen Geschwindigkeitskonstante 
einer diffusionskontrollierten Reaktion und der Konzentration an freien PrP c - 
Molekulen. 

In diesem Schema werden fur die beiden Differentialgleichungen ausschlieBlich 
Terme erhalten, die linear in y und z sind. Das ergibt als Losungen die beiden 
oben angegebenen Exponentialfunktionen. Der Term mit negativem Argument 
beschreibt die Einstellung einer stationaren Langenverteilung der Ketten mit 
definiertem Mittelwert. Daraufhin wachsen sowohi y und z exponentiell an, bis 
es zu einer Erschopfung von PrP c -Monomeren kommt. 

Dieses Modell wurde von J. Masel [Dissertation, Oxford, 2000 und J. Masel, 
V.A.A. Jansen, NLA. Nowak: "Quantifying the kinketic parameters of prion 
replication", Biophys. Chem. 77 (1999), 139-152] im Detail weiterentwickelt 
und alle Folgerungen im Vergleich mit experimentellen Daten ausfuhrlich un- 
tersucht. Die Arbeit erklart vieie Details, etwa in der Frage der infektiosen 
Einheit, der Inkubationszeit, der Infektivitat etc., die auf der Grundlage einfa- 
cherer Modelle nicht verstandlich waren. Die exponentielle Vermehrung basiert 
auf einem Zusammenspiel von Prionen-Kettenwachstum und -Kettenbruch. 
Der Vergleich mit gemessenen Daten legt nahe, dass eine Anlagerung von PrP c 
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an eine Kette von PrP Sc und seine Umwandlung in ein (bdsartiges) PrP Sc mit 
einer Reaktionszeit der GroBenordnung von 10 3 Sekunden erfolgt, somit etwa 
eine Viertelstunde pro Elongationsschritt in Anspruch nimmt. Die stationare 
Kette von PrP Sc besitzt eine mittlere Lange von etwa tausend Einheiten. Sie 
braucht fur ihre Bildung demnach eine tausendmal langere Zeit. Die Experi- 
mente ergeben Werte zwischen 5 und 20 Tagen. Bei stationarer Kettenlange 
muss dann innerhalb dieser Zeitspanne im Mittel ein Kettenbruch erfolgen. Die 
Geschwindigkeitskonstante, bezogen auf eine gegebene Bruchstelle, betragt 
10" 9 sec"* 1 . Das entspricht einer Haibwertezeit von etwa 30 Jahren. Da jede 
Kette im Mittel etwa tausend solcher moglicher Bruchstellen enthalt, findet im 
Gesamtaggregat etwa alle 10 Tage ein Kettenbruch statt. Kettenaufbau und 
Bruch halten sich so die Waage; dabei steigt jedoch die Zahl der Ketten (und 
damit der aktiven Kettenenden) exponentiell an. 

Eine essentielle GroBe ist auch das Verhaltnis von Aufbau- und Eliminations- 
rate des infektiosen Materials. Nach Messungen an Versuchstieren sind beide 
Raten von etwa gleicher GroBenordnung. Das bedeutet, dass das infektiose 
Material sich standig reproduzieren muss, um als solches zu uberleben. Die 
Ursache der Elimination, z.B. als Folge von Abbau oder Inaktivierung bewir- 
kender Prozesse, ist nicht genau bekannt. Das wesentliche Ergebnis besteht 
darin, dass eine Verdoppelung vorhandenen Materials bereits Wochen erfor- 
dert. Die Verstarkung eines infektiosen Keims auf ein analytisch erfassbares 
makroskopisches Niveau (pico- bis nanomolar) braucht demzufolge Zeiten von 
der GroBenordnung eines Jahres. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt es uberraschenderweise, den sehr 
langsamen und zeitaufwendigen ProzeB der Kettenverlangerung (Aggregation) 
von Proteinuntereinheiten In vitro extrem zu beschleunigen, und so in Zeit- 
raumen von Tagen oder sogar Stunden eine deutliche Verstarkung der Bildung 
von Aggregaten zu erzielen. 

Die Zeit fur den Zyklus einer Prionenverdopplung wurde unter normalen Um- 
standen etwa 10 Tage dauern, so dass 30 Zyklen fur eine Hochverstarkung 
etwa ein Jahr in Anspruch nehmen. Im Unterschied zur PCR-Methode zur Ver- 
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starkung von DNS kann man also nicht von den naturlichen Vermehrungspro- 
zessen Gebrauch machen. Das Prinzip des erfindungsgemaBen Verfahrens 
besteht darin, den Prozess kunstlich zu beschleunigen. Vorzugsweise werden 
sowohl die Elongation der Prionenketten als auch der Kettenbruch auf kunstli- 
che Weise beschleunigt und dabei die mittlere Kettenlange relativ klein gehal- 
ten, da nur die Kettenenden katalytisch wirksam sind. Das Prinzip entspricht 
einer autokatalytischen Kettenreaktion von Polymeren. Im kunstlichen ProzeB 
sind es die Geschwindigkeiten von . Kettenwachstum und Kettenbruch, die 
durch die Konzentrationswahl der monomeren Einheiten PrP c und durch Beein- 
flussung der Bruchrate stark erhoht werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann dabei in Anwesenheit von Hilfsstoffen 
wie Tensiden, Emulgatoren, anderen Proteinen, insbesondere Chaperonen, 
Polysacchariden, und naturlichen und/oder synthetischen Oberflachen durch- 
gefuhrt werden. Durch solche Hilfsstoffe konnen zum Beispiel die Proteinunter- 
einheiten stabilisiert werden, die Assemblierung oder Fragmentierung kataly- 
siert werden, oder eine unerwunschte unspezifische Aggregation verhindert 
werden. Es muB betont werden, dass das erfindungsgemaBe Verfahren nicht 
davon abhangt, dass die in die Aggregate eingelagerten Proteineinheiten iden- 
tische Strukturen besitzen wie die Proteineinheiten der vorliegenden Aggrega- 
te. Es ist nur erforderlich, dass die Anlagerung spezifisch erfolgt, und die an- 
gelagerten Proteineinheiten eine weitere spezifische Anlagerung ermoglichen. 

Vorzugsweise wird beim erfindungsgemaBen Verfahren die Konzentration der 
Proteinuntereinheiten durch Zugabe von monomeren Proteinuntereinheiten 
signifikant erhoht. Durch eine derartige Konzentrationserhohung der Protein- 
untereinheiten, die zum Beispiel durch rekombinante Techniken erzeugt wer- 
den konnen, ist der Wachstum der Aggregate uber viele Zyklen hinweg nicht 
durch die Diffusion der Proteinuntereinheiten beschrankt, wodurch eine 
schnellere Bildung von Aggregaten moglich wird. Naturlich entstehen die Ag- 
gregate auch in groBeren Mengen und sind daher besser nachweisbar, wenn 
eine relativ groBe Menge an potentiellen Bindungspartnern zur Verfugung 
steht. 
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Die Fragmentierung von Aggregaten bei Schritt (a) erfolgt vorzugsweise durch 
Beschallung, Veranderung der Proteinkonzentration und/oder Einwirkung von 
Losungsmittel. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird Schritt (a) bei einer anderen Tem- 
peratur, in einem anderem Losungsmittel und/oder in Gegenwart anderer 
Hilfsstoffe als Schritt (b) durchgefuhrt. Dabei werden die Bedingungen bei der 
Durchfuhrung von Schritt (a) so gewahlt werden, dass die Fragmentierung 
kontrolliert erfolgt. Dies bedeutet, dass die Aggregate im Mittel so fragmentiert 
werden sollen, dass sie eine ausreichend groBe Anzahl von Bruchstellen und 
damit Anlagerungsstellen fur weitere Proteinuntereinheiten freisetzen, um 
beim nachsten Schritt (b) eine moglichst groBe Menge von Proteinunterein- 
heiten anzulagern. Beim naturlichen ProzeB der Bildung von Aggregaten aus 
PrP besteht eine mittlere Kette aus ungefahr tausend Untereinheiten. Erfin- 
dungsgemaB sollten die Ketten nach der Fragmentierung wesentlich kleiner 
sein (< 100 Untereinheiten). Die Fragmentierung sollte im Mittel aber nicht in 
Teilstucke erfolgen, die zu klein sind, um weitere Proteinuntereinheiten anzu- 
lagern. Die Bedeutung des Fragmentierungsschrittes (a) laBt sich daran er- 
messen, dass zum Beispiel ein einziges Prionaggregat aus 100.000 PrP Sc - 
Einheiten nur ein tausendstel der Infektiositat hat, wie 1000 Prionaggregate 
mit einer mittleren Lange von je 100 Einheiten. Die Einstellung der Fragmen- 
tierungsbedingungen bei Schritt (a) erfolgt insbesondere uber Lange, Anzahl 
und Intensitat der Pulse, die Auswahl des Beschallungsgerats (Dimensionen 
des Gerats, Beschallung direkt mit einer Nadelsonde oder indirekt mit einer 
Bechersonde), die Temperatur, das Losungsmittel (Art und Konzentration des 
Detergens, pH, Salzbedingungen) und die Proteinkonzentration. 

Allgemein hangt die optimale Beschallungseffizienz von der Beschallungszeit, 
Losungsmittel, Temperatur und Dimension des Beschallungsgerates ab. 

Bei Schritt (b) werden die Temperatur, die Inkubationszeit, die Proteinkon- 
zentration, das Verhaltnis Keim/Monomer, das Losungsmittel und/oder der 
Zusatz von Hilfsstoffen vorzugsweise so gewahlt, dass die Anlagerung von 
Proteinuntereinheiten an die Aggregate in moglichst hohem AusmaB erfolgt. 
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Beim Losungsmittel kann die Anlagerung insbesondere durch die Art und Kon- 
zentration des Detergens, den pH-Wert und die Salzbedingungen erfolgen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird Schritt (b) von einem Schritt (c) 
gefoigt, bei dem die Anlagerung von Proteinuntereinheiten durch Zentrifugati- 
on, vorzugsweise Ultrazentrifungation, gestoppt wird. Durch einen solchen 
Zentrifugationsschritt konnen die Aggregate von der Losung abgetrennt wer- 
den und analysiert und/oder wiederum fur einen anschlieBenden Schritt (a) 
verwendet werden. Die Optimierung des Schrittes (c) erfolgt insbesondere 
uber die Wahl der Zentrifugationsbedingungen, wobei zum Beispiel die g-Zahl, 
die Dauer der Zentrifugation, die Temperatur und das Losungsmittel (Art und 
Konzentration des Detergens, pH, Salzkonzentration) variiert werden konnen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Wachstum von Aggregaten 
durch Anlagerung an kunstliche oder naturliche Membranen, Membranvesikel 
und/oder Membranbestandteile unterstutzt. 

Insgesamt ist der Anwender des Verfahrens ahnlich wie bei der PCR-Methode 
in der Lage, durch Variation der Bedingungen und Vergleich der Aggregatsbil- 
dung unter verschiedenen Bedingungen zu einem optimierten Verfahren zu 
gelangen. 

Die Bildung der Aggregate wird bei dem erfindungsgemaBen Verfahren vor- 
zugsweise durch spektroskopische Techniken, insbesondere Fluoreszenztech- 
niken, insbesondere Zweifarben-Fluoreszenzkreuzkorrelation und/oder SIFT 
(Scanning for intensely fluorescent targets) verfolgt. 

Die Methode der Kreuzkorrelation stellt das Prinzip der klassischen Fluores- 
zenzspektroskopie sozusagen auf den Kopf. Fruher musste die Konzentration 
der fluoreszierenden Substanz so gro6 sein, dass sich ein stationares Fluores- 
zenzsignal noch deutlich vom Rauschhintergrund, verursacht durch gestreute 
und reflektierte Lichtquanten, abhebt. Das erfordert mindestens Konzentratio- 
nen oberhalb des nanomolaren Bereichs. Bei der Methode der Kreuzkorrelation 
benotigt man dagegen Konzentrationen weit unterhalb dieses Bereiches. Zur 
Registrierung kame im zeitlichen Mittel nur noch wenig Signal im Vergleich 
zum Rauschhintergrund. Doch man zeichnet nunmehr zeitaufgelost die Signal- 



BNSDOCID: <WO 0207321 OA 1 I > 



WO 02/073210 PCT/EP02/02755 

- 15 - 

salven auf, die von einzelnen Molekulen ausgesandt werden, wenn immer sie 
durch Diffusion in den Laserfokus geraten und dort dem Anregungslicht ausge- 
setzt sind. Naturlich muss dafur Sorge getragen werden, dass es immer nur 
einzelne Molekule sind, die so zur Registrierung gelangen. Mit der beschriebe- 
nen Methode konnten sowohl die spontane Aggregation von monomeren oder 
dimeren PrP zu groBen Aggregaten (Post, K et aL, 1998, „Rapid acquisition of 
p-sheet structure in the prion protein prior to multimer formation", Biol. Chem. 
379, 1307-1317) als auch die Anlagerung von monomeren Ap~Peptiden an fur 
die Alzheimersche Erkrankung typische Ap-Aggregate untersucht werden 
(Pitschke, M. et aL, 1998, „Detection of single amyloid p-protein aggregates in 
the cerebrospinal fluid of Alzheimer's patients by fluorescence correlation 
spectroscopy", Nature Med. 4, 832-834). 

Die Autokorrelationsmethode arbeitet mit einem Fluoreszenzmarker, der an 
einer Substanz befestigt ist, die eine hohe Affinitat zur Zieistruktur besitzt. Im 
Falle des Prionennachweises ist die Zieistruktur ein relativ groBes Aggregat, an 
das sich viele Fluoreszenzmarker heften lassen. Dazu eignen sich vor allem 
monoklonale Antikdrper, die spezifisch gegen Epitope (Bindungsstellen) der 
PrP-Struktur gerichtet sind. Der Trick ist nun, zwei unterschiedliche Fluores- 
zenzmarker zu benutzen, die sich dann kreuzweise korrelieren lassen. Die 
Autokorrelation wird durch eine Kreuzkorrelation ersetzt. Letztere erwies sich 
fur den Prionennachweis als nahezu ideal. Man benutzt zwei monoklonale Anti- 
korper, die gegen verschiedene Epitope des Proteins PrP gerichtet sind und 
markiert sie mit zwei unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen, zum Beispiel 
den einen mit einem roten und den anderen mit einem grunen Fluorophor 
(Figur 3). Wenn der gesuchte Prionenkomplex vorhanden ist, wird gleichzeitig 
ein starkes rotes und ein entsprechendes grunes Signal detektiert. Am ein- 
fachsten und schnellsten funktioniert die bloBe Feststellung einer Koinzidenz 
beider Farbsignale. Liegt lediglich eine unspezifische Aggregation eines der 
beiden Antikorper vor, so erhalt man entweder nur ein rotes oder nur ein gru- 
nes Signal, aber keine Koinzidenz beider Signale. 
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Diese Kreuzkorrelation wurde zu einer effektiven Methode der molekularen 
Diagnostik ausgearbeitet, die mit dem Kurzel SIFT (Scanning for Intensely 
Fluorescent Targets) bezeichnet wird [PCT/EP 0009468 und J. Bieschke, A. 
Giese, W. Schulz-Schaeffer, I. Zerr, S. Poser, M. Eigen, H. Kretzschmar: 
"Ultra-sensitive detection of pathological prion protein aggregartes by du- 
al-color scanning for intensely fluorescent targets (SIFT)", Prof. Natl. Acad. 
Sci. USA, 97 (2000) 5468-5473] Sie wird auf Untersuchungen des Spinalli- 
quors von Patienten angewandt, die an der Creutzfeldt-Jakobschen Krankheit 
leiden. 

Die Empfindlichkeit dieser Methode ubersteigt um eine bis zwei GroBenord- 
nungen die des klassischen Nachweises fur BSE, z.B. durch die Western -Blot- 
Methode. Das Kreuzkorrelationssignal konnte bis zu einer Verdunnung um den 
Faktor 250000 noch beobachtet werden (Figur 4). Das entspricht einer Kon- 
zentration von Aggregaten, die geringer als picomolar ist. Messungen dieser 
Art waren sowohl bei Creutzfeldt-Jakob- als auch bei Alzheimer- Patienten er- 
folgreich (Figur 5). 

In Kombination mit der oben aufgefuhrten MeBmethode ermoglicht das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren also den Nachweis extrem geringer Mengen von Ag- 
gregaten. Bei Erzielung einer ausreichenden Verstarkung der Bildung von Ag- 
gregaten durch das erfindungsgemaBe Verfahren kann die Aggregatbildung 
jedoch auch durch die „klassischen" Nachweisverfahren, wie Western-Blot 
und/oder Assays fur Proteaseresistenz nachgewiesen werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird das erfindungsgemaBe 
Verfahren eingesetzt, um zu bestimmen, ob und/oder in welcher Menge in 
einer Ausgangsprobe Proteinaggregate und/oder Proteinmonomere enthalten 
waren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist insbesondere als Diagnostikverfahren zur 
Bestimmung von Proteinaggregaten geeignet, bei dem mit einer Probe, die 
einem lebenden oder toten Organismus entnommen wurde, und die gegebe- 
nenfalls vorbehandelt wurde, die erfindungsgemaBe Verstarkung von Protein- 
aggregaten durchgefuhrt wird und anschlieBend die gebildeten Aggregate 
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detektiert werden. Auf diese Art lasst sich ermitteln, ob bereits in der Aus- 
gangsprobe Aggregate vorhanden waren, die zur Anlagerung weiterer Protein- 
untereinheiten befahigt sind. Solche Aggregate in der Ausgangsprobe konnen 
nach dem erfindungsgemaBen Verfahren aufgrund der durchgefuhrten Ver- 
starkung der Aggregatsbildung auch in extrem geringen Ausgangsmengen 
oder -konzentrationen nachgewiesen werden. 

Das erfindungsgemaBe Diagnostikverfahren eignet sich insbesondere zum 
Nachweis von Prionenerkrankungen, insbesondere BSE, Creutzfeldt-Jakob und 
Scrapie. Es ermoglicht jedoch auch eine diagnostisch Anwendung zur Erken- 
nung weiterer Krankheiten, die durch die Bildung von Proteinaggregaten ge- 
kennzeichnet sind, wie die Alzheimer-, Parkinson- oder Huntingtonkrankheit. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch zur praparativen Darstellung von 
Proteinaggregaten aus Proteinuntereinheiten verwendet werde. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Detektion von PrP Sc auch mit 
nicht-infektiosen Aggregaten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird bevorzugt an Proben von leicht zu ent- 
nehmenden Korperflussigkeiten vom lebenden Organismus, insbesondere Blut, 
Lymphe, Sputum, Urin, Fett oder Ruckenmarksflussigkeit durchgefuhrt. 

Hierein besteht ein groBer Vorteil gegenuber den bekannten Diagnostikver- 
fahren, z.B. fur Creutzfeld- Jakob oder BSE, bei denen eine Diagnose erst nach 
der Entnahme von Gewebe, oft nur bei Entnahme von Gehirngewebe, moglich 
ist. Das erfindungsgemaBe Verfahren kann daher schnell und preiswert anhand 
von Proben durchgefuhrt werden, die schon dem lebendem Organismus auf 
einfache Art und schmerzfrei entnommen werden konnen. Andererseits kann 
das erfindungsgemaBe Verfahren gegebenenfalls naturlich auch anhand von 
Gewebeproben durchgefuhrt werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auBerdem, ahnlich wie das PCR- 
Verfahren zur Vermehrung von DNS, zeitgleich fur eine Vielzahl von Proben 
durchgefuhrt werden, wie zum Beispiel nach dem Verfahren nach Ei- 
gen/Rigler/Henco (WO 9416313 A). Gegebenenfalls konnte auch ein Thermo- 
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cycler verwendet werden, und das Verfahren teilweise oder vollstandig auto- 
matisiert werden. AuBerdem besteht der Vorteil gegenuber bekannten Nach- 
weisverfahren wie dem Western-Blot, dass man mit ungleich weniger Aus- 
gangsmaterial auskommt. 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist es, dass durch eine 
Erzeugung von PrP Sc in groBen Mengen in vitro aus PrP c -Untereinheiten durch 
Beobachtung der Umwandlung die beiden Formen gut voneinander unterschie- 
den werden konnen, insbesondere in Verbindung mit den beschriebenen Fluo- 
reszenztechniken. 

Denkbare Anwendungen des erfindungsgemaBen Verfahrens waren zum Bei- 
spiel routinemaBige Tests von Rindern auf BSE, vorteilhafterweise anhand von 
Blut- oder Speichelproben, Oder von Patienten, bei denen der Verdacht auf 
eine neurodegenerative Storung besteht, auf eine Creutzfeld-Jakob- 
Erkrankung. 

Ausfuhrungsbeispiele: 

Proteinagqreaatfraamentieruna 

Zur Aggregatbildung wurde rekombinantes Prion Protein 29-231 (recPrP(29- 
231)) in 10 mM Natrium-Phosphatpuffer (NaPi) pH 7,2 auf eine Proteinkon- 
zentration von 100 ng/ul und 0,03% Natrium-Dodecylsulfat (SDS) eingestellt 
und uber Nacht inkubiert. Die Ansatze wurden in einem Ultraschallgerat (B. 
Braun Biotech International; Labsonic ®U) mit Bechersonde (Labsonic ®U; 
30T, 50 ml) dreimal oder dreiBigmal fiir 0,9 s mit 300-450 Watt indirekt ultra- 
beschallt und mit eishaltigem Wasser gekuhlt. Als Kontrolle diente eine identi- 
sche Probe ohne Beschallung. 

Die Ansatze wurden mittels eines Sedimentations-Geschwindigkeitslaufs in der 
analytischen Ultrazentrifuge (AUZ, Beckman Optima XL-A) bei 33.000 g und 
20 °C untersucht. Die Laufe wurden in mit AUZ-Puffer (10 mM NaPi pH 7.2, 
0.03% SDS, 50% D z O) befullten „synthetic boundary" Doppelsektormittelstu- 
cken durchgefuhrt (zonale Sedimentation). 
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Es wurde festgestelit, dass sich der mittlere Sedimentationskoeffizient der 
Aggregate von etwa 70 Svedberg (S) auf etwa 40 S verringert und die Anzahl 
der Aggregate sich entsprechend erhohte. Uberraschenderweise stellte sich 
heraus, dass bei hoherer Anzahl der Pulse die AggregatgroSe wieder zunahm. 

Durchfuhrung einer Proteinaggregatamplifikation: 

Herstellunq der Proteinaggreqate als Keime: 

Monomeres recPrP(90-231) aus Hamster wurde auf eine Proteinkonzentration 
von 20 ng/pl und eine SDS-Konzentration von 0,002% eingestellt. Die Ansatze 
wurden uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert, so dass sich Aggregate 
bilden (K. Post, M. Pitschke, O. Schafer, H. Wille, T. R. Appel, D. Kirsch, I. 
Mehlhorn, H. Serban, S.B. Prusiner & D. Riesner, „Rapid Acquisition of 6-sheet 
Structure in prion protein prior to multimer formation", Biol. Chem., Vol. 379, 
pp. 1307-1317, 1998). 

Fluoreszenzmarkierung von monomerem rec PrP: 

Die Fluoreszenzmarkierung der PrP-Monomere wurde nach Anleitung fur Ale- 
xaFluor® 633 (Molecular Probes) durchgefuhrt und uber Nap-5-Saulen 
(Pharmacia Biotech) freier Farbstoff von markierten Proteinen getrennt. 

Fur die folgenden Aggregationsansatze wurden die markierten recPrP Mono- 
mere in einer Verdunnung eingesetzt, so dass bei den Messungen mit einem 
Fluoreszenz-Korrelations-Spektrometer (FCS) im Idealfall die mittlere Zahl 
Fluoreszenz-markierter Partikel im Beobachtungsvolumen bei 1 liegt. Der ge- 
eignete Anteil an fluoreszenzmarkierten Monomeren ist also abhangig von der 
jeweiligen Markierung. 

Durchfuhrung des Amplifikationsexperiments: 
Anlaqerunq an vorhandene Keime 

Fur die Aggregationsansatze (Endvolumen 20 pi) wurden 10 |j| der in 0.002% 
SDS vorinkubierten Aggregate mit recPrP Monomeren (10 mM NaPi pH 7.2, 
0.2% SDS; Endkonzentration an recPrP Monomeren in 20 pl-Ansatz: 10 ng/pl) 
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und einem geeigneten Anteil an fluorenszenzmarkierten Proteinmonomeren 
versetzt (10 mM NaPi pH 7.2, 0.2% SDS). Die Ansatze wurden mit NaPi (10 
mM) pH 7.2 auf 0.02% SDS eingestellt. 

Als Kontrollen ohne Proteinkeim wurden die Ansatze auf eine recPrP Monomer- 
endkonzentration von 20 ng/pl eingestellt und mit einem geeignetem Anteil 
Fluoreszenz-markierter Proteinmonomere versetzt. AnschlieBend wurden die 
Ansatze mit NaPi (10 mM) pH 7.2 auf 0.02% SDS eingestellt. 

Die Anlagerung fluoreszenzmarkierter Proteinmonomere an die Proteinkeime 
sowie die Kontrolle ohne Proteinkeim wurde im Fluoreszenz-Korrelations- 
Spektrometer (FCS; ConfoCor 2, Evotec) mit Beamscanner analysiert. Hierzu 
wurden jeweils aufeinanderfolgende einminutige Messungen durchgefuhrt. Die 
Auswertung erfolgte mittels FIDA (fluorescence intensity distribution analysis). 
Alle Signale der Einzelmessungen, die uber einem Schwellenwert liegen, wur- 
den als Fluoreszenzbursts gewertet und aufsummiert. Der Schwellenwert" wur- 
de aufgrund der Fluoreszenzintensitaten von markierten Proteinmonomerpro- 
ben festgelegt. Der Mittelwert der Haufigkeiten von Fluoreszenzbursts wurde 
als MaB fur die Amplifikation herangezogen. 

Stoppen der Anlagerung 

Nach 30minutiger Inkubationszeit wurden die Ansatze und Kontrollen bei 
lOO.OOOg fur 30 min. bei 25 °C in der Ultrazentrifuge (Beckman, Palo Alto, 
Optima TM TL, TLA-45-Rotor) zentrifugiert. Die Uberstande wurden abgenom- 
men und verworfen. Die Pellets wurden dem Fragmentierungsschritt zugefuhrt. 

Fragmentierung 

Die Pellets wurden mit recPrP Monomeren (10 mM NaPi pH 7.2, 0.2% SDS; 
Endkonzentration an recPrP Monomeren in 20 pl-Ansatz: 10 ng/pl) und einem 
geeigneten Anteil an fluorenszenzmarkierten Proteinmonomeren versetzt (10 
mM NaPi pH 7.2, 0.2% SDS). Die Ansatze wurden mit NaPi (10 mM) pH 7.2 
wieder auf 0.02% SDS eingestellt. 
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AnschlieBend erfolgte die Fragmentierung, der sich im ersten Zyklus neu gebil- 
deten Keime durch indirekte Beschallung (3 Pulsen a 0.9 s, 300-450 Watt) in 
einer Bechersonde. 

weitere Anlagerunq 

Im Anschluss an die Fragmentierung wurde erneut die Anlagerung fluores- 
zenzmarkierter Proteinmonomere an die Keime im FCS mit Beamscanner ana- 
lysiert und die Auswertung wie bereits oben beschrieben durchgefuhrt. 

In Figur 6 ist die mittlere Haufigkeit der Fluoreszenzbursts nach keiminduzier- 
ter Anlagerung und spontaner Anlagerung, d.h. ohne Anwesenheit von Kei- 
men, dargestellt. Bei der ersten Anlagerung ist eine deutliche Zunahme der 
mittleren Haufigkeit der Fluoreszenzbursts als Folge der Anwesenheit von Kei- 
men zu sehen. Beim zweiten Anlagerungsschritt ist eine weitere deutliche 
Zunahme zu erkennen, wahrend die Aggregatbildung in Abwesenheit von Pro- 
teinkeimen auch beim zweiten Anlagerungsschritt gering bleibt. Da die Prote- 
inkeime nicht markiert sind, werden nur die neu entstandenen Aggregate de- 
tektiert. 

Figuren: 

Figur 1: Vermehrungskinetik 

Der Reaktionsmechanismus der pathologischen Prionvermehrung. Ein poly- 
merer PrP Sc -Keim kann (Struktur am linken Ende des Schemas) folgende Re- 
aktionen eingehen: Degradation D durch Inaktivierung (hohle Balkenstruktur); 
Aufbrechen B der Kette unter Ausbildung von Bruchstucken aller moglichen 
Langen; Elongation E der Bruchstucke durch Anlagerung von monomeren PrP c 
(rote Kreisscheibe) und dessen Umwandlung zu PrP Sc (rotes Kastchen in der 
Endposition einer Kette. Die korpereigenen PrP c -Molekule wurden durch den 
Metabolismus auf- (X) bzw. abgebaut (5). Die Endpositionen einer Kette mit 
mehr als drei Gliedern sind katalytisch aktiv fur die Strukturumwandlung von 
PrP c in PrP Sc (siehe Figur 2). Im unteren Teil der Figur ist das Schema der 
Reaktionsgeschwindigkeiten angegeben. Die terminalen Oligomere sind nach 
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ihrer Abspaltung unwirksam, liefern als solche aber keinen wesentlichen Bei- 
trag zum Reaktionsgeschehen. Fur alle Umsetzungen gelten spezifische Ge- 
schwindigkeitskonstanten. Das Reaktionsschema liefert dann folgende Terme 
fur die Geschwindigkeit der Teilprozesse. Dabei bedeutet x die Konzentration 
an naturlichem PrP c , y die Gesamtzahl der Ketten und z die Gesamtzahl der 
darin enthaltenen PrP Sc -Molekule. Diese Terme lassen sich zu Differentialglei- 
chungen fur die zeitliche Anderung von y und z verbinden. Die Konzentration 
an natiirlichen PrP Sc -Molekulen kann im FlieBgleichgewicht naherungsweise als 
konstant angenommen werden. (x 0 ). Die Losungen der Differentialgleichungen 
lauten: 

y(t) = A 2 e +k 2 l + Ai e'V z(t) = B 2 e +k 2 l + B t eV 

Sie bestehen jeweils aus einem Wachstums- und einem Abklingterm. Letzterer 
hat eine negative Zeitkonstante (-kj) und beschreibt die Einstellung eines 
FlieBgleichgewichtes mit konstanter Langenverteilung der Ketten. Nach einer 
gewissen Zeit dominiert der Wachstumsterm. Die Auswertung dieser Gleichun- 
gen zeigt, warum sich infektiose Prionen nur extrem langsam vermehren. 

Figur 2: Vermehrung infektioser Prionen 

Schema der Vermehrung infektioser Prion-Proteineinheiten. Die korpereigenen 
PrP c -Molekule (rote Kreisscheiben) lagern sich an das Ende einer PrP Sc -Kette 
an und werden in PrP Sc -Molekule umgewandelt. Das Schema zeigt, dass nur 
die Endpositionen einer Kette katalytisch aktiv sind, und dass als Folge einer 
Kettenspaltung (die die mittlere Lange der Ketten begrenzt) eine exponentielle 
Vermehrung der PrP Sc -Molekule erfolgt. 

Figur 3: Fluoreszenzmarkierung von Antikorpern 

Nachweis von pathologischen Prionen durch die SIFT-Methode (Scanning for 
Intensely Fluorescent Targets). Grundlage sind zwei verschiedene Arten von 
Antikorpern, die sich jeweils spezifisch an eine andere Stelle der PrP-Molekule 
anlagern konnen. Sie tragen einen griinen oder roten Fluoreszenzfarbstoff als 
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„EtiketT. Kommen die fluoreszenzmarkierten Antikorper mit den langkettigen 
PrP Sc -Teilchen in Kontakt, heften sie sich an vielen Stellen daran (rechte Sei- 
te). Das langkettige Teilchen verrat sich also dadurch, dass es bei Anregung 
mit entsprechendem Laserlicht intensiv in beiden Farben leuchtet. Normaie 
PrP Sc -MoIekule, die keine Ketten bilden, liefern dagegen nur schwache Licht- 
blitze (links). 

Figur 4: Empfindlichkeitsvergleich 

Verdunnungsreihen mit stabchenformigen Prion-Aggregaten in Ruckenmarks- 
flussigkeit wurden sowohl nach dem herkommlichen Verfahren (Western-Blot) 
als auch mit der neuen SIFT-Methode analysiert. Mit der SIFT-Methode iassen 
sich noch erheblich geringere Konzentrationen nachweisen. 

Figur 5: Prion-Nachweis in Ruckenmarksfliissigkeit 

Mit der SIFT-Methode gelang erstmals der Nachweis von pathologischen Prio- 
nen in der Ruckenmarksflussigkeit von Creutzfeldt-Jacob-Patienten, allerdings 
nur bei 5 von 24 Patienten. Bei den Kontrollpatienten lieferte keiner ein falsch 
positives Resultat. 

Figur 6: Kefminduzierte Amplifikation am Beispiel von recPrP 

Der Schwellenwert wurde auf 19 relative Fluoreszenzeinheiten festgelegt. 



BNSDOCID: <WO 02073210A1 I > 



WO 02/073210 



PCT/EP02/02755 



- 24 - 
Patentanspruche 

1. Verfahren zur Verstarkung der Bildung von Aggregaten aus Proteinun- 
tereinheiten in vitro, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens zwei 
Schritte (a) und (b) umfaBt, wobei bei Schritt 

(a) die Aggregate fragmentiert werden und bei 

(b) die Anlagerung von Proteinuntereinheiten an die Aggregate 
induziert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Schritte 
(a) und (b) jeweils mindestens zweimal durchlaufen werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Verfahren in Anwesenheit von Hilfsstoffen wie Tensiden, Emulga- 
toren, Detergentien, anderen Proteinen, insbesondere Chaperonen, 
Polysaccharide^ naturlichen und/oder synthetischen Oberflachen 
durchgefuhrt wird. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass bei Schritt (a) die Aggregate durch Beschallung, 
Veranderung der Proteinkonzentration und/oder Einwirkung von L6- 
sungsmitteln fragmentiert werden. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass Schritt (a) bei einer anderen Temperatur, in einem 
anderen Losungsmittel und/oder in Gegenwart anderer Hilfsstoffe als 
Schritt (b) durchgefuhrt wird, und dass die Bedingungen bei der 
Durchfuhrung von Schritt (a) so gewahlt werden, dass die Fragmen- 
tierung kontrolliert erfolgt. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass bei Schritt (b) die Temperatur, die Inkubationszeit, 
die Proteinkonzentration, das Verhaltnis Keim/Monomer, das Losungs- 
mittel und/oder der Zusatz von Hilfsstoffen so gewahlt wird, dass die 
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Anlagerung von Proteinunterheiten an die Aggregate in moglichst ho- 
hem AusmaB erfolgt. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Konzentration der Proteinuntereinheiten durch 
Zugabe von monomeren Proteinuntereinheiten signifikant erhoht wird. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass Schritt (b) von einem Schritt (c) gefolgt wird, bei 
dem die Anlagerung von Proteinuntereinheiten durch Zentrifugation, 
vorzugsweise Ultrazentrifungation, gestoppt wird. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Bildung der Aggregate durch spektroskopische 
Techniken, insbesondere Fluoreszenztechniken, insbesondere Zweifar- 
ben-FIuoreszenzkreuz-korrelation verfolgt wird. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Bildung der Aggregate durch Western Blot 
und/oder ein Assay gegen Proteaseresistenz bestimmt wird. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Proteinuntereinheiten Prionproteine, insbe- 
sondere zellulares PrP c , rekombinantes Prionprotein oder Fragmente 
davon sind. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Wachstum von Aggregaten durch Anlage- 
rung an kunstliche oder naturliche Membranen, Membranvesikel 
und/oder Membranbestandteile unterstutzt wird. 

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass durch das AusmaB der Aggregatbildung quanti- 
tativ oder qualitativ bestimmt wird, ob und/oder in welcher Menge in 
einer Ausgangsprobe Protein aggregate und/oder Proteinmonomere 
enthalten waren. 
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14. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Detektion von PrP Sc mit nicht-infektiosen Ag- 
gregaten erfolgt. 

15. Diagnostikverfahren zur Bestimmung von Proteinaggregaten, dadurch 
gekennzeichnet, dass mit einer Probe, die einem lebenden oder toten 
Organismus entnommen wurde, ein Verfahren nach mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 14 durchgefuhrt wird. 

16. Verwendung eines Verfahrens nach mindestens einem der Anspruche 1 
bis 15 zum Nachweis von Erkrankungen, insbesondere Prionenerkran- 
kungen, insbesondere BSE, Creutzfeldt-Jakob, Scrapie und Alzheimer- 
Erkrankung. 

17. Verwendung eines Verfahrens nach mindestens einem der Anspruche 1 
bis 16 zur praparativen Darstellung von Proteinaggregaten aus Prote- 
inuntereinheiten. 

18. Verwendung eines Verfahrens nach mindestens einem der Anspruche 1 
bis 17. an Proben von leicht zu entnehmenden Korperflussigkeiten vom 
lebenden Organismus, insbesondere Blut, Lymphe, Sputum, Urin, Fett 
oder Ruckenmarksflussigkeit. 
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1 . Anlagerung 2. Anlagerung 



Anlagerung in Abwesenheit 
von Ffeimen 



Anlagerung 2. Anlagerung 

Anlagerung in Gegenwart 
von teimen 



Figur 6 
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